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膿型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ー3(m e mbra n ety pe m atrix m etallopr otein a s e-3, M
′
n -M M P) は既 に報告 さ れた
M T l-M M P と同様に細胞 の 表面 に発現 し て細胞外基質分解 に関与す る酵素であるが その 発現 が どの 様に 制御 され て い る の か は
不明であ っ た ･ 今 回, ヒ トM T 3rM M P遺伝子 の 5, 側上 流3･8kbの D N Aを単離 し, そ の 塩基配列と転写制御機能を調 べ た . 単
離 した上 流域 に は M T 3-M M Pを発現 して い る悪性黒色腫細胞株A 2058 で転写活性を示 し, 発現 して い な い 胃痛細胞株T M K l
で は機能 しない 細胞種特異性 を示すプロ モ ー タ ー 領域 が 含まれ てい た . この 領域 に様々 な系統的な欠失変異を導入する こ と に
より 彪058細胞 で活性を示すの に必須 の 馴 ､単位を - 378 から-114塩基の 間に 同定した . こ の 領域 はT 肌 A ボッ ク ス を含ま
ず･ A P-1結 合配列も見 ら れ ず, 増殖 因子 や サ イ ト カ イ ン で 発現誘導され る他 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ (m atrix
m etalloprotein a se, M M P) 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー と は異 な る構造 を持 っ て いた. 最小単位の 中に存在するZ- D N A様配列が エ
ン ハ ン サ ー 機 能を示 し , そ の 下 流 の 配列 が M T3-M M P発現細胞で の み 機能す る細胞種特異的な プ ロ モ ー タ ー 晴性を示 した .
本研究に よ っ て膜型 M M P遺伝子発現制御の 一 端が初 め て明ら か に な っ た .
b y w o rds m atrix metalloprotein as es, m e mbra n etYpe m atrix m etalloprotein as e･3, pr O m Ote r, Z-
D N A
細胞外 マ トリ ッ ク ス は多細胞生物 が組織を構築す る際 に必須
な構造体 であり , 各種 の コ ラ ー ゲ ン , 糖 蛋白, プ ロ テ オ グリ カ
ン な ど複雑 な高分子成分 に よ っ て構成 さ れ て い る . そ して , そ
の 生 成と分解 は発生過程や組織の 再構築 に際 して厳密 な制御 を
受けて い る . さま ざまな病気 に伴う組織 の 異常 の 原因 と し て細
胞外 マ トリ ッ ク ス の 分解系克進 が あ る こ と が 指摘 さ れ て い
る. こ の よ うな細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分 解 に か か わ る重要な
酵素系 と し て マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (m atrix
m etalloptotein a s e s, M M P) が あ る . メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ は 活
性中心 に亜 鉛を保持す る蛋白質分解酵素であ るが , 特 に細胞外
マ トリ ッ ク ス の 分解 に 関与する 一 群 の 酵 素を M M Pフ ァ ミ リ ー
と 呼ん で い る1 卜 4). 現在ま で に15種類 の 酵素遺伝子 が同定さ れ
て い る
. そ れ ぞ れ の 酵素は各種 コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ
ロ ネク テ ン な ど に対 して 異 なる 基質特異性 を持ち, 異な る 発現
の 制御 を受けて い る. 間 質の コ ラ ー ゲ ン (Ⅰ , Ⅲ , Ⅲ型) を切
断す るの は コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ で あり , 基底膜の Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を
切断す る の はゼ ラ テ ナ ー ゼ A(72-k Da Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ) と
ゼ ラチ ナ ー ゼ B (92-k Da Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ) で ある . ゼ ラ テ
ナ ー ゼ は変性 コ ラ ー ゲ ン で ある ゼ ラチ ン も効率よく分解す る .
基底膜の 糖蛋白質である フ ィ ブ ロ ネク テ ン , ラ ミ ニ ン は マ トリ
ライ シ ン や ス トロ ム ライ シ ン 1 によっ て 分解さ れ る5卜9)
M M Ps の 組織で の 発現は 即座 に酵素機能の 発現を意味す るも
の で は な い
. M M Ps は不括性な前駆体酵素と して分泌 さ れ, 酵
素活性 の 発現 に は N末端 の 約80 ア ミノ 酸が 切断さ れ る 必要が
ある ･ こ の 活性化 は他 の 蛋白質分解酵素 (活性化因子) に よ る
N 末端領域 の 部分的分解が引金と な っ て起 こ る. 従 っ て, 組織
で発現 した M M P が細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解 に使わ れ る た め
に は , 同時 に同 じ場所で こ れ ら前駆体酵素に対す る活性化国子
も発現 し て い る必要がある1)4). 細胞の 浸潤に伴う限局 され た細
胞外 マ ト リ ッ クス 分解 には浸潤性細胞の 表面で前駆体酵素の 活
性化 が起 こ る と都合が よ い . こ の よ うな活性化 の シ ス テム と し
て少なく とも2通り が知 られ てい る. → つ はセ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ フ ァ ミ リ ー に属する ウ ロ キ ナ ー ゼ 型プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク
チ ベ ー タ ー (u rokin a setY PePla s min oge n activ ato r, uP A) によ る
反応 であ る 川). upA は細胞の 表面で プ ラス ミ ノ ー ゲ ン を油性化
して プ ラ ス ミ ン を生 .じさせ る. プラ ス ミ ン は血 栓中の フ ィ プ リ
ン 以 外 に フ ィ ブ ロ ネク ナ ン, ラ ミ ニ ン , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ンな どに
たい して も広い 基質特異性 を持 つ が細胞外 マ トリ ッ ク ス を 直接
分解する活性は強く はな い . む しろ , コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ , ス ト ロ
ム ライ シ ン, ゼ ラテ ナ
ー ゼB な どの M M Pの 前駆体酵素の 活性
化 を誘導する こ と に よ っ て細胞外 マ トリ ッ クス 分解を制御 して
い る . しか し, ゼ ラ テ ナ
ー ゼAの 前駆体は プ ラス ミ ン に よ っ て
は 活性化さ れ な い . そ の 活性化に は プ ラ ス ミ ン 以 外の 細胞膜表
面上 の 特異的な シス テ ム が 使 わ れ て い る と 考え ら れ て い た
11)
.
最近, 当研 究室 で発見 され た 膜型 マ トリ ッ クス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ (m e mbr an e-tY pe m atrix m etalloprotein a s e, M T｣M M P) は
ゼ ラ チ ナ ー ゼ Aの 特 異的な活性化因子である こ と が わ かりl 痛
の 浸潤 ･ 転移 に関与する酵素 と して も注目 を集め て い る12)13)
平成9年9月17日受付, 平成9年10月20日受理
Abreviatio n s‥ M M P
,
m a血 m etalloprotein as e;M T3- M M P, m e mbr an ety pe matrix m etallopr otein as e; M O PS,3q
N- m O rPholinopropa n e sulfonic acid･ uP A, u r Ok inas etypeplas min ogen a ctivator
506
以 上 の 二 つ の 主要な経路 に よ っ て M M Pの 細胞表面 で の 活性化
が制御 さ れて い る と考えら れ る よう にな っ た t
最初 の M T-M M Pの 報告 に 続い て , 関連 し た膜型酵素が他 に
少なく とも3種類存在す る こ と が 判り , こ れ ら 膜型酵素 は
M M Pフ ァ ミリ ー の 中で ユ ニ ー クなサ ブ グル ー プ を形成 して い
る こ と が 明ら か に な っ たI
Jl)
. 最後 に報告さ れ た M T 4-M M P を除
い た3穐類 は , お 互 い に よ く保存さ れ た ア ミ ノ 酸配列 を持ち
(約50 % ホモ ロ ジ ー ), 共 にゼ ラテ ナ
ー ゼ Aの 活性化を誘導す る ･
幾 つ か の 細胞株で こ れ ら M
′
トM M P遺伝子 の m R N Aを調 べ て み
る と そ の 発現 パ タ ー ン に 相関は なく , 独立 して異な る発現制御
を受けて い る こ と が 明 らか とな っ た . また , ヒ トの 臓器別発現
も , MT l- M M Pの 発現 が 胎盤, 肺, 腎臓で 高 い の に対 し て ,
M T3_ M M P は腎臓お よ び肺で の 発現は 低く, 脳及び 胎盤 で の 発
現 が高か っ た
1 3)
. M T l-M M P はマ ウ ス の 発 生過程 で間棄系細胞
である線維芽細胞 , 軟骨細胞 , 骨細胞 , 筋 肉細胞等で ゼ ラ テ ナ
ー ゼ A と共発現 して い る15). しか し, 上 皮系の 細胞で の 発現 は
まれ で あ っ た . ま た, ラ ッ トの 創傷治癒過程 で は創傷部位 の 線
椎芽細胞 に特異的な発現誘導 が起 こ る こ と が 観察 さ れ て い
る
16)
. 上 皮系細胞 で の 発現 は癌化 し た細胞で高頻度 に見 ら れ ,
特 に ヒ ト大腸癌 や胃癌組織 で は周辺 の 線椎芽細胞 に加え て癌細
胞自 身 に 生体 内局 所 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン (よ兜 ぶ 如
hyb ri diz ato n) 法に て 陽性 シ グナ ル が 観察さ れ た
m
･ こ の 時･ 線
維 芽紺胞 はゼ ラテ ナ ー ゼ Aを 発現す るが 痛細胞 は発現 しな い ･
こ の 事 か ら , 線維 芽細月駄が放出する ゼ ラチ ナ
ー ゼA は が ん細胞
膜上 の M T l- M MP に よっ て 活性化され , 基底膜及 び問質 の コ ラ
ー ゲ ン 分解 に用 い られ る と考え られ る .
M T 3_ MM Pの 観織 レ ベ ル で の 発 現は 詳 しく調 べ ら れて い ない
が , ヒ ト乳癌組織 で の M
′
トMM Pの 発現 は M T l- M M P がほ ぼ 仝
例 に発現 して い る の に対 して M T3rM M Pの 発現 は 約20 % に認
め ら れ る の み で あ っ た 糊 . また , 組織 レベ ル で の ゼ ラテ ナ
ー ゼ
Aの 活性化と M T l-M MPの 発現は 相関する が M T 3-M M Pの 発 現
との 相関 は認 め ら れ なか っ た . 以 上 の こ と か ら , M T
- M M P は
転写 レ ベ ル で 厳密な制御を受けてい ると 考えら れ る が そ の 発現
制御機構 に つ い て は明 ら か で は ない . 本研究 で は M T3
- M M P遺
伝子 の 5
,
上 流領域 の ゲ ノ ム を単離 し, プ ロ モ ー タ ー 領域 の 基本
的な性質を調 べ る と 共 に D N A配列を解析 して 既知 の M M P遺
伝子 プ ロ モ ー タ
ー と の 比 較を試み た･
対象 お よび方法
Ⅰ. 細 胞培養
本研究で は 金沢大学 が ん研究所ウ イ ル ス 部清木教授 より供与
され た悪性黒色腫由来 彪0 58細胞株 , 胃痛由来T M I仁1細胞株,
肝 癌由来 Hep3 B細胞株, 骨 肉腫由来 M G 6 3細胞株 , 乳癌由来
H S 57 8細胞株を用 い た . こ れ ら の 細胞 は 全 て5 %午胎兄血清
恥tal bovine s e ru m, F B S) (Bio Whittake r, W al ke rsville, U S A)
を加え た ダ ル ベ ッ コ 変法イ ー グ ル 培 地(Dulbe c co m odified
Eagle,s m ediu m , D M E M) (日水, 東京) て 37 ℃･ 5 %C O2存在
下 で培養 した .
Ⅰ . ヒ トM T 3_ M MP遺伝子の 5,上流領域 の ク ロ ー ニ ン グと
塩基配列の決定
1. プ ロ ー ブ の 作 製
当研究室で ク ロ ー ニ ン グ した M T 3-M MP cD N A より5
' 末端の
220塩基対 O) aSepair, bp)の 断片 を調整 した ･ 2 5ng の DNA断
片をマ ルチ プ ライ マ
ー ラ ベ リ ン グ ー キ ッ ト (ア マ シ ャ ム 株 式会
杜, 東京) にて 50,u Ci[α -
ニi2pトd C T P(ア マ シ ャ ム 株式会社)を用
い て ク レ ノ フ レ ユ ダ メ ン ト (kle n o wfragm e nt) に よ っ て 標識し,
セ フ ァ デ ッ ク ス (Sephade x) G-5 0カ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア バ イ
オ テ ク 株 式会社 , 東 京) に て 遊 離【α J
t2
pl-d C T Pを 除去
し, >10
8
cpm/FLg の 比活性を持 つ プ ロ
ー ブを得 た ･
2. ヒ トゲ ノ ム D N A ライブ ラ リ
ー の ス ク リ ー ニ ン グ
ヒ ト ゲ ノ ム D N Aの 人 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラリ
ー (遺伝子 バ ンク ,
東京)を4× 10
4
プ ラ ー ク 形成単位/15c m プ レ ー トの 濃 度に 懸浮
溶液(su spen sio n m ediu m, S M) (100mM NaCl, 10m M MgC12,
50m M T ris-H ClpH 7.5, 0.01 % ゼ ラ チン) に て希釈 し た･ 大腸菌
L E 39 2 に希釈 フ ァ ー ジ を 37 ℃ で 1 5分間吸着感染 させ た 後 ,
0.7 % アガ ロ
ー ス 加え た Len o x培地 (Len o xbroth, LB) (1 % ト
′ 7) プト ン , 0.5 %酵母 エ キ ス , 0.5% NaCl) と 混和 し, 15c m L B
寒 天 培地上 にま い て 37 ℃ で 12時間培養 した . フ ァ
ー ジ を ハ イ
ポ ン ドN メ ン ブ ラ ン (ア マ シ ャ ム 株 式会社) に転写 し, 転写後
の メ ン ブ ラ ン を室温 にて 変性溶液(0.5 M NaO H, 1.5 M NaCl)
で 1分間処理 し, 中和溶液 (1.5 M NaCl, 1 M Tris pH 7･5) にて5
分間処理 し た . 処 理 後 の メ ン ブ ラ ン を UV クロ ス リ ン カ
ー
(Str atage n e, Ne w Yo rk, U S A)を伺 い て 波長254n m の 紫外線
1200マ イ ク ロ ジ ュ
ー ル 照射 して 固定 した . ラ ビ ッ ドハ イ プリ バ
ッ フ ァ ー (ア マ シ ャ ム 株式会社) にて 3時間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン した後, プ ロ ー ブ を加えて 65 ℃ で 1 2時間 ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . メ ン ブ ラ ン は 2倍濃度S S C-0･1 %
S D S(3 0 0m M NaC l, 3 0m M クエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , 0･1 %
S D S) に て 室温 で洗浄 し , 0.2倍 濃度 S S C-0･1 % S D S に て
55 ℃ で 30分間 の 洗浄を 2回行 っ た . -80℃で 12時間の オ ー
ト ラジ オ グラ フ イ ー を行 っ た . 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ の 結果か ら
得 られ た 陽性 プ ラ ー ク の フ ァ
ー ジを10= 100 プ ラー ク 形成単位
/10c m プ レ ー トの 漉度 にS M溶液 に て希釈 し,
一 次 ス ク リ p ニ
シ グ と 同様 な方法 で再ス ク リ ー ニ ン グ を行 っ た . プ レ
ー ト上 に
単独 の プ ラ ー ク を形成 して い る 陽性 ク ロ
ー ン を目的の フ ァ ー ジ
ク ロ ー ン と して単離 した .
3. フ ァ ー ジ D N Aの 調整
フ ァ ー ジ の 大量調整 に は 大腸菌 の フ ァ ー ジ感染溶菌液250ml
を 用い た. 沈 殿物を遠心 に て 除去 した 後 に 上 清を1 0 % ポ リ
エ
チ レ ン グリ コ ー ル ー600 0(和光純薬 , 大阪), 1 M NaCl に調整 し･
1時 間水冷 し た . 生 成 した 沈殿物 を遠心 に て 回収 し, 少量の
S M洛掛 二溶解 し て濃度勾配塩化 セ シ ウ ム 溶液 に 重層 し, ペ ッ
ク マ ン S W 40Tiロ
ー タ ー に て4 ℃, 3 5,00 0回転/仇 4時間遠心
した . 遠心後 , フ ァ ー ジ分 画を回収 し, S W 50ロ
ー タ ー に て
35,000回転/ 分2時間の 遠心 に より沈殿 と して 回収 した ･ 沈殿
をS M溶液 に て溶解 し, フ ェ ノ
ー ル 細川, ア ル コ ー ル 沈殿 によ
っ て フ ァ ー ジ D N A を抽出 した .
4. フ ァ ー ジD N Aの 解析
陽性 ク ロ ー ン の フ ァ
ー ジ D N A か ら目的の 領域 を同定す る た
め に, Å 一gtll と M T3- M M PcD N Aの 制限酵素 サ イ ト を利用し･
幾 つ か の 酵 素に て フ ァ
ー ジ D N Aを切断 し , サ ザ ン プ ロ ッ トを
行 っ た . ひ と つ の フ ァ
ー ジ D N A から M T 3-M M P遺伝子 の 5
, 側
を含 む3.8kbの D N A断片をpBlu s c riptプ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー にサ
ブ ク ロ ー ン ニ ン グ した . キ ロ シ
ー ク エ ン ス ･ キ ッ ト (宝酒造,
京 都)を用 い て , エ ク ソ ヌ ク レア
ー ゼ (ex o n u cle a se)Ⅲの 二本鎖
特異的な3
･
ェ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活性を利用 し, D N Aを
一 本化
した . マ ン グ ピ
ー ン ヌ ク レア ー ゼ (m u ngbe an n u Cle a s e) により
鵬 本鎖 D N Aを分解 し, 挿 入 配列 の 5
, 側 と3
,
側 か ら そ れ ぞ れ
孟
M T3-M M P プロ モ ー タ ー
様々 な長 さ の 欠失変異を導 入 し た ･ こ れ ら 欠失変異体の D N A
配列を A B I P RIS M Dye プ ラ イ マ ー (Applied Bio syste m sIn c,
Foste r City, U S A)を 用 い た 反応の 後 A BI 373 シ
ー ク エ ン サ ー
仏pplied Bio syste m sIn c) を用い て 決定 した ･ 塩基配列 は両相補
鍍を独立 に解読 して確認 した .
Iu. M T3- M M Pm R N A の発現
1. 培養細胞か らの 全R N Aの 抽出
19)
直径1 5c mの 培養皿 に細胞 が増殖 して コ ン フ ル エ ン ト に な っ
た時点 で , 培養 上 清 を 除去 し, 1 0mlの グ ア ニ ジ ン 溶液 (4 M
グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト, 25mM クエ ン酸 ナ トリ ウ ム , 0.1 M
2_ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.5 % N一 ラ ウ ロ イ ラ ル サ ル コ シ ン醸
ナ トリ ウ ム) を加え て十分 に溶解 した . 溶解液 に 1/1 0容量の
2 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 pH 4.0, 1容 量 の 水飽和 フ ェ ノ ー ル ,
1/5容量の ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 49: 1を順次
加え, 混和 した . 15分間水冷 の後, フ ェ ノ ー ル 抽 出を行 っ た .
氷層 に等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加 え, R N A を沈殿 させ , 遠
心に て 回収 し た . R N A沈殿 は グア ニ ジ ン 溶液 に 溶解 し , 等量
の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え て再沈殿 させ て 回収 し た. 沈殿を更
に蒸留水で溶解 し, フ ェ ノ ー ル 抽出と ア ル コ ー ル 沈殿 を繰り返
して精製 し た. 沈殿を蒸留水 に溶解 し, 260n m の 吸光度 の 測定
によ っ て R N A濃度を測定 し た.
2. プ ロ ー ブの 調整
次 の 条件で シ ン グ ル ･ プ ラ イ マ ー PC R反応 を行う際 に[α -
32p]-d C T Pを取り込ませ て 標識 し, > 10
お
cpm/m g の 比活性 を持
つ 単鎮 D N A プロ ー ブ を 得 た . 20ng の M T 3- M M PcD N A
を 鋳型 と し て 2 5plの P C R プ レ ミッ ク ス 溶 液 (2 5m M
T A PS pH 8.0, 50m M K C l, 2m M MgC12, 1m M 2
- M E,
2 0 0/1M 各d A T P, d C T P, d T T P, d G T P, 1 U Ex Taq)
1 23 -4 5
垂線
- 2 8 S
轡 搬 鱒 轡 -1 8 S
2 8 S R N A
Fig･ 1･ Northernblotanalysis of M T3
-M M P R N Ae xpr e ssio nin
V ario u stu m o r cell lines. Fifte e n mic rogr a m stotal R N A fro m
e ach c elllin e w as u s ed fo rhyb ridyzatio n witha single str and
MT 3- M M PcD N Apr obe. La n elto 5r epre se nto ste o s a co ma
M G 63, br e st c an c e rH S578, ga Stric c a n c e rT M K l, hepto m a
Hep 3 B, a nd m ela n o m aA 2 0 58r e spe ctiv ely. T he 28 S
ri bo s o mal R N A fro mthe s am egelw e re u sed as c o ntr ol.
507
(宝 酒 造) 中 , 5 0/L C iの 【 α 一
3 2p]-dC T P と M T 3- M M P
cDN Aの 3
, 末 端 側 に 相補 的 な 30b の オ 1) ゴ プ ラ イ マ ー､(
5
'
ACT G G A A C A C A G T G T A A A C C A A T A C A A G G A-3
'
)を用い ,
9 4℃, 60 ℃, 72℃各 一 分間 の 反応を3 0回反復 した . 標 識 し
た プ ロ ー プ は微 量 セ フ ァ デ ッ ク ス G-5 0 カ ラ ム に よっ て 遠心
純化 し た .
3. ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ
20)
1検体あ たり15 〃g の 全RNA を取り , 50% ホ ル ム ア ミ ド,
17.5 %ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (和光純薬)を含む2 %モ ル ホリ ノ
ー ル
プ ロ バ ン ス ル ホ ン酸 (m o rpholin oqpr opa n e sulfo nic a cid, M O P S)
(シ グ マ ア ル ドリ ッ チ ジャ パ ン, 東京)pH 7.0 に溶解 し, 55 ℃
で 10分間変性 し た後, 1.0 % ア ガロ ー ス ゲ ル に て2 % M O PS緩
衝液申で電気泳動を行 っ た . 泳動 終了後の ゲ ル を ハ イ ポ ン ドN
メ ン ブ ラ ン に対 して 転写 した . メ ン ブ ラ ン上の R N Aを W ク ロ
ス リ ン カ ー を用 い て 固定 した . 紫外線照射同意 した メ ン ブ ラ ン
を ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン潜滅(10m M Tris pH 7.5, 1 M NaCl,
1m M E I) T A, 5 % S D S)と 共 に プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 入 れ ,
6年℃ で 2時間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ･ 前項で調
整 し た プ ロ ー ブ を加え て 更に 16時間 ハ イプ リ ダイゼ ー シ ョ ン
を行 っ た . 反応後 の メ ン ブ ラ ン は 2倍濃度SS Cで 室温10分間4
回洗浄 し, 0.1倍濃度の S S CTO.1 % S D S を含む溶液に て 54 ℃
で 20分間の 洗浄を3回線り返 した . 乾燥 した フ ィ ル タ ー 上 の 放
射活性を バ イ オイ メ ー ジア ナ ライ ー ザ (B AS lOOO)
▲
(富士 フ ォ ト
フ イ ル ム , 東京)で 読み とり, 解析 に用 い た.
Ⅳ . プライ マ ー 伸長分析2
-)
31bの オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
(5
'
TA G G G T C A G C A G T A G T TC C T G m C A C C A T C C T3
'
, 図2
の + 88 か ら+ 58まで に対応する)を D N A合成機(M ode1 391)
仏B I ジャ パ ン , 東京) に て調整 し , プ ラ イ マ
ー と し て用い た .
5
ト 末端 は[γ-
32pトdA T P(6,000 Ci/m m ol)を用い てT 4 ポリヌ ク レ オ
チ ド ･ キ ナ ー ゼ に て標識 した . 標識 し た プ ライ マ ー は セ フ ァ デ
ッ ク ス G150 カ ラム に よ っ て精製 した . 鋳型の R N A と して は黒
色素腫瘍細胞A 205 8 と胃癌細胞T M K-1 か ら単離 した 全 R N A を
用 い た . 10
`i
cpm の 標識プ ラ イ マ ー と50/1 gの 全RN A を15/11ハ
イ プ 7) ダ イゼー シ ョ ン 溶液(10m M Tris pH 8.3, 150m M K Cl,
1mM E D T A溶液) 中で 65℃90分間反応 させ た後, 30/Ll逆転写
反応液(30mM TrispH 8.3, 15m M MgC12, 5m M D
r
rT, O1 m M
各dA T P, d T T P, dCT P, d G TP) と100単位逆転写愕素(Gibe o,
Gr a nd Isla nd, U S A)を加 え て42 ℃ で60分間更に反応さ せ た .
反応液 か ら核酸 を フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム で 細川 し, エ タ ノ
ー ル 沈 殿 して 回収 した 後, 6 %の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ･ シ ー ク
エ ン シ ン グ ･ ゲ ル にて 電気泳動 して 反応牛成物をバ イ オ ア ナ ラ
イ ー ザ (富士 フ ォ ト フ イ ル ム)で 読み とり , 解析 した .
Ⅴ . 転写活性の測定
1. レ ポ ー タ ー 遺伝子 の 構築
M T 3-M M P遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 活性 は発光酵素ル シフ ェ ラ
ー ゼ (1u cife ra s e, L U C) 遺伝子を レ ポ
一 夕 ー と して測定 し た22).
レ ポ 一 夕 ー ベ ク タ ー と して は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ部位の 下 流に
発光遺伝子 を持 つ PGI.3(Pr o m ega, Wadis o n, US A) を用い た ,
陰性 コ ン トロ ー ル と して はプ ロ モ ー タ ー 配 列を組み込まない プ
ラス ミ ドを用い , 陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て はS V 40の 初期遺伝
子 プ ロ モ ー タ ー 配列を有す るプラス ミ ド用い た , M T 3-M M P遺
伝子ゲ ノ ム の 5
,
上 流域 を含む様 々 な長 さ の D N A断片をP C R法
にて 増幅 して マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ部位 に組み 込ん だ.
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2. 培養細胞 へ の 遺伝子導入
A 2 058, T M K-1, Hep3 B, M G 63 と H S 578細胞株 を3 5m m培
養 皿 に1.0 × 10
5個/mlの 濃度 で 5 % F B S添加 D M E M 2mlに て
3 7℃, 24時間培養後, C he nら23)の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 変法 に
て 遺伝子導入を行 っ た . レポ 一 夕 ー プラ ス ミ ド4/ノg に pS Vβ-
ガ ラ グ トシ ダ ー ゼ (Pro m ega) プラ ス ミ ドを1〟 gの 割合で 加え
て120FLICaC12(250m M) 溶液に混合 した ･ 更 に12 5FLlの 反応液
(50m M N, N - ビス (2
- ヒ ドロ キ シ エ チ ル) - 2 ア ミ ノエ タ ン
ス ル ホ ン 酸, 280m M NaCl, 1.5m M Na2H P O4)を加え, 室温 で
15分間反応 さ せ た後 , 培養中の 細胞 に加え, 3 %の C O2の 存 在
下 に37 ℃ で 8時間培養 した. ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した 培養細
胞 は ハ ン クス 溶液で 二 回洗 っ た後, 新鮮 な培地に交換 して , 更
に36時間培養 した .
3. レ ポ 一 夕 ー 遺伝子発現の 測定
遺伝子導入 した 細胞を ラ バ ー で 剥が して 回収 し, 0･25 Mの ト
リ ス bⅢ8.0)溶液 に懸濁 した . 細胞を氷冷下 で 超音波破砕 して
胡胞溶解液を調整 した . 細胞溶解液 は不溶性分を遠心 に より除
い た後, 上浦画分を回収 した . ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性 と ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ 活性 は 次 の 様 に 測定 した . 5〃l細胞分画液 と 20〃l
C C L R溶液(25m M トリ ス ーリ ン 酸pH 7.8, 2m M D
r
rT, 2m M




一 四酢酸 , 10 % グリ
セ リ ン , 1 % ト
l)ト ン Ⅹ100) 肝ro m ega) を混和 し, 25pl)レシ フ
ア ラ ー ゼ 基質液を加えた後, すみや か に ル ミノ メ ー タ
ー (Lu m at
孟
L B 950 7) (ベ ル ト ー ル ドジ ャ パ ン , 東京)を使用 して 10秒間測
定 した .
成 績
Ⅰ. m - M M Pm R N A の発現
M T3- M M P遺伝子 が恒常的 に発現 して い る細胞 と発現 してい
ない 細 胞 を選 び 出す目的で , 5種類 の ヒ ト痛細胞株 (骨肉腫由
来 M G6 3, 乳癌由来 H S578, 胃痛由来T M K l, 肝癌 由来 Hep3B,
悪性黒色膿由来 A 205 8) で の 発 現を ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ン ダ法を
用い て 調 べ た (図1). H S 57 8 と A 20 58細胞で は こ れ まで に報告
され て い る M
′
円 - M M Pm R N A に相当す る3本 の バ ン ド(12, 7,
2.5k b) が観察 さ れ た . 2.5k b のバ ン ドの シ グ ナ ル が 最も強く,
12k b, 7kbの 順で 弱く な っ た . M G 63, Hep3 B細 胞で は M T3･
M MP の 弱 い シ グ ナ ル が 観察 さ れ た が T MK l細胞 で は シグ ナ ル
を検出す る こ と は で きなか っ た .
2. M T3- M M P ゲノ ム D N Aの ク ロ ー ニ ン グ
ヒ トM T 訃M M P遺伝子 の 転写制御領域 を得 る た め に5
'
上 流域
の ゲ ノ ム D N Aを ラ ム ダ フ ア ー ジ の ヒ トゲ ノ ム 遺伝子 ライ ブラ
リ ー か ら単 離 し た . ラ イ ブ ラリ ー をス クリ ー ニ ン グす る た めの
プ ロ ー ブ と して は ,
32p標熟 した M T 3-M M Pの 5
' 側 の cD N A断
片220bpを用 い た . 約1 0
6個 の フ ァ ー ジ プ ラ ー ク をス ク リ ー ニ
ン グ した結果, 5個の 陽性 ク ロ ー ン を得 た . 各陽性 ク ロ ー ンか
ら フ ァ ー ジ D N A を抽出 して , 各種 制限酵素 で切断 した後 にサ
-3 61 8G 姐C 嵐姐 諷∝ ℡GG℡且 CC G GG CC CCC C ℡C G 且 G 即 C G 且 CG℡A ℡CG A T飽 GC 叩 弘 皿 ℡C G 姐 で でC Cで
G C且GCCC G G G且TC C ℡ G Ⅷ C ℡ C C 姐姐 姐 姐 A
- 3 51 8 姐 姐 姐 姐 ℡℡CACG G A 姐 G ℡C 姐 C℡息C ℡℡C 叩 CCA CC C でG℡℡CC A ℡且GC A ワC Ⅲ ∝で m ℡
G ℡姐 m 且CC でGG GTC ℡ワA ℡馳C 姐 でG CA A ワ姐 m A 叩A
_ 3 41 8 TA TG T C T G TCC T TC ℡C AC T GTA C TA TG 姐 T C C T C TG A GTCC CA TC C A GA 姐 T G姐 ACÅGTA T TA TC T G叩 A TA
T T C CTA GA A CCT TG 且AT ATCA C A
- 3 31 8 G℡A ℡耶 C CA ℡姐CC m･G 姐 CA C℡CA叩 CA ℡でC 且C 門A 叩 G C℡且でC 姐ÅC 且 C℡C AC A 姐 ℡弧 G 叩 ℡A且℡姐
C ℡即 m ㍊ Å姐 ℡姐 m 且姐 A℡C C℡皿 ℡G G
- 3 21 8 つ柑瓜CC 姐 ℡C 且C馳 AでTワ弧 ワA で℡AでC Ⅲ℡C G 且A で℡℡A G GA 叩ワTCワAC T℡ワC ÅA ℡且G ℡℡m
C耶 C ℡ C T AG G A m G C ワC ℡ででG AAÅG C AT ÅGC でⅢ C CワA
_ 3 11 8 GG 誠 A ℡C ℡C 且℡且 即 CCA G CC ℡℡A℡AG m C且 m ∝ ℡G G且ワで 且ゑ 皿 C m A℡mA m
･
℡A ℡℡ T Aで叩 ℡弘 GA ℡G 姐G ℡ ℡ ℡C A ℡ ℡ C℡℡G℡CAC C CAG GC ℡且 G
- 3 0 18 ÅG ワ∝ 通 ℡購 CG C A ℡C℡G GA C で皿C ℡GC且A CC ℡即 GCC ℡C C ワGA G 叩 C A 描 ワG A叩 C℡CC で∝ C℡C
A G Cワ C C ℡ G AG でA GC で00 弘 叩A C A G GCAC CC G
- 29 エ8 CC 且CC 且C G ℡C C員G ℡且A℡G ℡T T Gワ且℡ワ叩 ℡A G℡A GA 弘ワ∝GA で門 C A ℡C A℡C℡ G G ワC AG
C ワ逓 ℡CワC A姐 C でCC ℡GゑC C でCAG G ℡ G且でC℡G CC C AC C
- 28 18 T CA GC C TC CC AAA G TG ATG GA A TTA T AG GC GCG A GC CAC C ATG GC T GG CC TBLA 姐 CC T TAT T TT 且AT G T A CC T C TT T
G C A T A GT CC C m-C CC A T GG
- 27 1 8 ℡C 姐 ℡C CC且℡GC Aで姐 ℡叩 ℡G 姐 G G℡姐 ℡且m C C CでGG A¶凰 CC TÅワTC 且℡A℡ワAG 姐 ℡GG m
･で丸G CA A℡CC ℡℡G で叩鑓 C 姐でで℡弘 ∝ 且姐 ワG 門脇 C
- 26 1 8 ℡CA 且皿 叩 ℡C A℡ワAC 姐 G℡CC C ℡C ℡C CA でÅC C℡G ℡CC℡C CAC A 姐 ワ且C 且皿 ℡℡で叩 C ℡でT
CでGÅG CA C 且ワGC叩 ワAA A姐 姐 G 姐A G且姐 GÅA ゑ 且C CA
_ 2 51 8且G TT GC TT 且GG 旭 姐A 且且TCC T CC T TAC 弘T AG TTG CA G TGC TC BLA CT TG CA C T
C CAT GT CT TG A TCAG TC TTCT員AAT且 T T T G G CT CAGT T且
- 2 41 8 G CLLA GG AC A TCÅC CA TT TA GC A CT GT T TT CT CA GA ACG TC TT T GG TÅÅ且TA 且T TTA C CT CC T CC T CT TC BLAT A
GT A TC TC AA A GA C TA G GA A CT GG
- 2 31 8 ℡でT 払 拭 A Ⅲ ℡でワ℡Ⅲ G で且ワC且℡℡℡℡CCC ℡C℡C T 姐 叩T T GCA C ℡ワでACでA GA T且旭 且でG CA C AC且ワ姐 姐 姐
℡C A m CでTGA ℡でAででGÅC且 姐 皿C ℡℡
- 2 21 8 C A C℡AC且凹 ℡C GワでA CC TTA ワ且で℡G GC ACA GAA C AC CÅでÅでゑ且且m C m ℡且っ飽 でG 班 且m 屁 ℡¶
CA ワG ℡でGにC ででC で且∝ T G でT ℡C ワm℡A ワA姐 A 姐
- 2 11 8℡C A℡C ℡CÅA CC ℡ÅでGGA 叩 Å℡且姐A Ⅲ ∝ ワA AG且GC 且GG 弧でG 姐 Ⅲ℡ C CA ℡m GG且 姐
GでC且C町G G AGでA ℡員GC AG G A A 凰A℡CゑC ワGA AC ℡ GGG AGでCÅ
- 2 01 8GG A 姐 CA 姐 AG TC ℡G 誠 TC で∝ CACT ℡G m で∽ ワ叩G CTGG且A CG m A TA 叩ワ ℡AでT GC ℡AC 且 Tで℡且CでワC且
℡C℡GでA 姐 且ワÅA 姐 A CA 姐 A ℡CC でC且
- 1 91 8 G Å弧 ℡G 即 G ℡弘 G 姐 叩且且且℡弧 GA ℡且Cで且TG TC ℡GG 姐 AC A TでC ワGG A T且T ワC ℡姐 ℡GでAC℡且でÅCA 丸TA
℡姐 GAC A 叩 G C ワ叩 門 AC Å℡叩C A姐 且℡
- 181 8 ℡A ℡℡叩 即 郎 ∝ A GC且CA ℡∝ ℡GGGCA C 姐GGC且G 捉 ℡G でC AGGAAGG ℡CワC C CでG AG 風
C C でTC Ⅲ GG即 C m G G 即 C 姐G T TG G GワGG GCA で叩 Cでm C
- 1 71 8 且叩 m で祇 A GC 且C且GC℡GC A 姐G℡CC CAT TC CTCAG C C℡叩 ワでm C Tで叩 AでワGG 見で且 姐 A 即 ℡ÅⅢGCA G ℡C TA A
℡且 C 且 且m ワ門G G CÅ凰 ACC且℡でC T
- 1 61 8CAG A 且℡℡叩 C CAワC でG CでワA C C 且 CÅm G G 員 C C ℡C ℡ ℡Gm G ワC C℡GC で でC m∝ C m℡ C CA ÅC ワC A C
C C 且℡G 姐諷 叩 でGC C T℡GでC 且 諷T TC℡C ℡C 叩C C 且 C
- 1 5 18C℡CA CG A GGTA GC TGTCA TA CCTG GBLAC ACT C TT T A TCTT AA C CTC G C C T GC T TTC TT C C CG T GG GC T C C T CTT CC
C C C T C T GC T GG C ℡ G C C A A G G
- 1 4 18 AG A AG CA CA T TTA C TGG CA T GCC CCC AA AC A GA TG C TTC TCGCTCC CT TC CC C CT TCCTC TT T CA
G CC ÅA A CC A TC A AC T TG CCA A A G GG CT GGT G
- 1 3 18 G TTGC TG CCCCCC CT GTCC AC TGCC TC GCA C TG CT且C A GCT CC AGTC CTT TC TG GA A CA AGC TG
G C C TCC TC T GAA GT T CC C TG C C C GC TT CG C CC G
- 12 18 T GC TT CTGC CC且G CC G CC TC CC CC T CT T GC CTGC 且GC TC AG CT CC CG CC AG C C
T CT C CC CGC TC GG TC GC G AG C AG CCT CT T CC T CC G C CC T
_ 1 1 18 T GCCBLGC T GC TT TA C TC GC C TT TC CT CAGGC TG C TT CT TC TC C TTC T TC C且ÅC CC T TC C CC TGG C TC CC GC A GC
C GG TT C TT TC C AG CG C C C CA T
- 1 0 18 C CCT TC A ℡CG GATG TT TTG TT且AC且C C 且 G ACCA TC℡ CTC CC G G T CC C A C T G CG CG TG T G
T C CAC C G T CACTT G G A AA GTG A G CG m
■T T CA TC C
- 9 18 C GC m･CTT TA TT T TC A G TC CC C AC CA A 姐 CCCTG T GCTTA T CT ALAACC TG GA 凰GCG GA ALA
TTTA C TA T G TA G AG G A TT CAG G A GA CA C CA G G C
- 8 1 8 C ÅC AG G CT C GGGÅ C CC 姐 姐 且TT TT G GACG T TCGG GATTT GCT 且TC T CA GTC TTC C且姐 C TT G GT C AGCC C CG GC
CAC C GAC C C GA G C CAC CAG GG G
- 7 1 8 C GC T CA GT GA CCA GGCG TC CT CTGA TC C CA GC GC CCCTA TTCTTC C AG GGC CGCT TCC TC AGGA A ℡G CC GA CC
G CT C TC CAG G 且CC A G GGT T G G CC G
甜 2
Spl
- 61 8 咤 堅塁璽酢 C 且C でAGGG でCCGC 且GCC ワGA GCC C ACC CA GCでCAワ 鰐 でG GAG且G GGC GC A C℡C G℡ワm
m G且でG CG 且 ∝ CG G C且G G G噸堅塁彗;
-51 8 且ÅGAA A G 姐 TGGA領空 砂 GT T CCTG G GT GC CTG C ℡CG GdGA T GCG GGA T GGG A GAT AC TGT CG A AGAG CTG T GCTCAA A C CAG GG
CC C TTG T C G C
_ 2 18 GÅAGG AGGA Gでワ且℡G m G 且ワでAC GG 諷でG Å且CA 門
･
CワGGAG ∝GAG C GAG G 且G ÅGGA 那 GA A G GAG AA GC且GA GGC GA GA G且℡G 且GG A G
C G GC G GA G G C C
ー 1 1t】 Cで℡C CG CA GG A GC ℡G
- 18 ℡G C ℡G CG GC℡GCGA CC G ℡
G GCGGC G GC GGA GÅG G且G G凰GG A 即AG GC 且GワG CAG G鳳G GA GG且CG C且C GG G C
℡G GA G GCG G CGG C GG CワG C でG C
+1 - - - - - - - - - - -
+8 3 G且C Cm C T℡CG CCGC ℡GCCT C℡CGG GG G C℡GC C GA GC G CGG G C ℡G TC℡CC TCCCC 叩 ∝ CCG ∝ でGワGGG ℡G 姐
CC℡GCA GC TCC ℡で且C C C AC C
+18 3 CG GÅG GA C ℡叩 ℡叩 ℡℡G A且ÅG 丸A 且CでAGG G且G 弧 GGG 且G 且G GG凰G A GAGG GAG A 姐 C G 姐 GG G
GA C℡ CG ℡C C A℡C CÅ℡ワG Å且∝ AC且G ワ℡CÅC ℡A ワG
Fig.2, Nu cle od de sequ en c eof the 5
,
-fla nk ing regio n of hum a nM T 3-M MPge n e･ n e tr an S Cripdon startS辻eis in dic ated by a a
rr o w and
n am ed+1, T hepote nti altra nscripdo nal facto r sbindingsite s,in
cludingAp2and Spl, ar e repr e Se nted bybox e s･ A Z
-D N A like sequ e n ceis
u nderlin ed. T heprim e r u sedfortheprim er exte n sio n analysisis m arker ed wi th dotted lin e･
M T 3-M MP プロ モ ー タ ー
ザ ー ン プ ロ ッ ト解析す る事に より, プ ロ ー プ と相補性配列を含
む D N A断片 の 同定を行 っ た . その 結 果, 埠 邦 Ⅰと 5αCI に よ る
3.8kbの DN A断片中に プ ロ
ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ する領域 と そ
の 上流域が含ま れ る こ と が 判 っ た の で , PBlu s criptプ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し て 翻訳開始点の 上 流約3 800塩
基対の 配列を決定 した (図2). cD N Aの 5
' 端 の 上 流域 の 塩基配
列に はT A T A ボッ クス 等 の プ ロ モ
ー タ ー 領域 に特徴的な コ ン セ
ンサ ス 配列 を見い だ す こ とは で きなか っ た が , 転写制御 にか か
わ る と思 わ れ る左手螺旋(Z-D N A)ような D N A構造, 転写因子
Spl結合配列 に類似す る配列 を含 んで G Cペ ア
ー の 豊富な 配札
AP2結合配列類似構造が見い だ さ れ た .
3. 転写開始点の 同定
プロ モ ー タ ー 領域を明 ら か にす る為 に , 逆転写酵素を用 い て
mR NA を鋳型と した プ ラ イ マ ー 伸長法 に よ る解析 に よ っ て転写
開始点の 同定を行 っ た . M T 3- M M PcD NA の 5
'
側 の 31ヌ ク レ
オチ ドに相当す る オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを合成 して用 い た (図2).
プライマ ー 伸 長法に よ る 反応生成物 を同 じプ ラ イ マ ー を用 い た
ゲ ノ ム D N Aの シ ー ケ ン ス 反応 の バ ン ドと平行 して 電気泳動 し
て転写開始部位を求め た (図3). 伸長 反応 の 鋳型と して, M T3-
M M P を発現 して い る A20 58細胞と発現 し て い ない T M K l細胞
か ら抽出 した R N Aを用 い た . A 2058細胞 の R N Aを鋳型 と した
場合 には 88塩基の バ ン ドが 見 ら れ た . 一 方 , M T3- M MPを発
現 して い な い T M ETl細胞を鋳型 と して 用 い た 場合 に は A 205 8
細胞で見 ら れ た バ ン ドに 相当す る シ グ ナ ル は検出 され なか っ
た . 以上 の 結果 か ら , A 2058細胞 の バ ン ドは M T 3-M M P発現細
胞 に特異的で あり , M T 3- M M Pm R N Aの 5
'
末端 に 対応す る プ
ライ マ ー 伸長反応産物 である と結論 した . 反応産物 の長 さ と シ
Fig. 3. Prim e r e xte n sio n a n alysis.
32p-1abeled 31 bas e s oligo,
C O rreSpO nding +88to +57 0fthe 5
'
-fla nking s equ en c e, W a S
hybridiz edto 50FLg Oftotal R N A fr o mA 20 58a nd T M K
-1
re spectively(lane l a nd la n e2)a nd e xte nded by rever s e
tr an scripta se. T be re a ctio nprodu cts w e re analyz edthrough
ele ctr ophr o sis o n a6%s equ e n c egel. A seque n c elad de r,
deriv ed fro m the s am eprim er, W aS Subje cted o nthe side･ An
a r o w in dicate sthe site of theband.
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ー ケ ン ス ラ ダ ー との 対応 か ら転写開始点は囲2の 矢印(+ 1) に
示すチ ミ ジ ン残基で ある と推定 され た .
4. プロ モ ー タ ー 活性の 検出
単離 した 3.8k bの DNA断片中 に細胞 の 中で転写を開始 させ る
に十分な情報を含ん で い るか どうか を確か め る た め に, 蛍光発
光蛋白である ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ドする 遺伝子を レポ 一 夕 ー
と した転写活性測定実験を行 っ た . 転写活性は培養細胞 に レポ
一 夕 一 過伝 子を持 つ プラ ス ミ ドpGIjを 一 過性 に遺伝子導入 し
て , 発現 した ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性を測定する こ と に よ っ て行 っ
た . 遺伝子導 入す る細胞と して は･A2058 と T M E-1細 胞を用い
た . pG L3は レ ポ
一 夕 一 過伝子 の み で プ ロ モ ー タ ー 配列を上 流
に持 た ず, 何 れ の細胞 に遺伝子導 入 して もレポ 一 夕 一 道伝子 の
発現は観察 さ れなか っ た (図4). プロ モ ー タ ー 配列 と してS V 40
の 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 上 流 に 組 み 込 ん だ
0 10 20 30 40 5 0 60 70 80 90 1 00
Rela tiv eLUCa ctivity(%)
Fig. 4. 5
'
- Deletio n a n alysI S Ofthe hu m a nM T 3
-M M Pgen e
pro m ote r･ A set of 5
,
-deletio n c o n str u cts w er etra n sie ntly
tr a n sfe cted into A 20 5 8a nd T M K-1 r e spe ctiv ely. T he
n u m e ric al n a m e s ofthe pla s mid indic atethe n u mbe r of 5
'
e nd n u cle otide sfr o mthe tr a n s c riptio n start site . T he
r elativ elu cife r a s e a ctivity ofpG L 3
- C O ntr Oltr a n sfe cted
A 20 58w a sa rbitr a rily s et equ alto lO O%. T he r elativ e
lu cife r a s ea ctivity of e a ch s a mple w a s obtain ed by
c omparis o n of its a ctivity withpGI･3
- CO ntr Ol･ Solidc olu m n
(- )indic ate sA 20 58a nd shade colu m n(囚 )r epres e nts
T M I亡1.




-Deletio n an alysis ofthe hu m a nM T3
- M M Pgene
pr o m oter･ A s et of 3
,
一deletio n c o n stru cts w a str a n sie ntly
tr a n sfe ctedinto A 20 58a nd T M K･1 r e spectiv ely. T he
relativ elu cife r a s e a ctivity ofpG L 3･ 7 8tr a n sfe cted A2 058
w a s arbitra rily s et equalto lOO%. The relativ elu cife ra s e
a ctivity of e a ch sa mple w as obtain ed by c o mparis o n of its
a c仕vity withpGI.3･378. Solid c olu m n(- )indic ate sA 2058
a ndshade c olu血n(四 )repr e se ntsT M K l.
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pGIj/S V4 0 は同梱胞で ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 高 い 発現 が 得 られ た .
この 事か ら , pG L3の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 現烏 遺伝子 上流の プ
ロ モ ー タ ー 活性 に依存 して い る事 が 明ら か で あり, M T3- M M P
遺伝子5
'
上 流域の プ ロ モ ー タ ー 活性 の 測定 に用い る こ と が で き
る と結論 さ れ た . 細胞 へ の 遺伝子導入効率 は, 同時に 遺伝子導
入 した β- ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発現 ベ ク タ ー か ら の 酵素発現量 で
標準化 した .
M T 3- M M P遺伝子 の 5, 上 流域 - 3 60 6塩基を含む3.8 k bの
D N A断片 をpGI 3 に組 み込 ん でpG L3/- 3606を構築 し, 2種類
の 細胞 に遺伝子導 入 し て プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 有無を調 べ た .
PG L3/- 3 606 は M T3- M M Pを発現 して い るA 205 8細胞 でS V4 0
プ ロ モ ー タ ー の 約 59 %の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性を示 した . しか
し, M T3-M M Pを発現 して い な い T M E-1細胞 で の 活性 は低く ,
3･5 % であ っ た . 従 っ て , - 3606 か ら + 25 1 ま での 領 域 に プ ロ
モ ー タ 】 と A 2058 での 発現 の 特異性を決め る エ レ メ ン トが 存在
す る と考えら れ た (図4). こ の 領域を逆向きに挿 入 して も ル シ
フ ェ ラ ー ゼ の 発現 は起 こ らず, プ ロ モ ー タ ー 活性 は 方向依存性
であ っ た .
5･ プ ロ モ ー タ ー 活性 を制御する エ レメ ン トの 解析
プ ロ モ ー タ ー 活性 に必要な最小領域 を決定す る た め に pG L 3
に 挿入 する DN A断片に5, 側 か ら と3, 側か らそれ ぞ れ 異な る大
きさ の 欠失変異を導入 して プ ロ モ ー タ ー 活 性 へ の 影響を調 べ
た ･ 5
'
上 流か ら - 37 8塩基まで の 欠失 の 導入は両細胞 で の プ ロ
モ ー タ ー 活性 に ほ と ん ど影響を及ぼ さなか っ た が更 に - 258塩
基ま で の 欠失を導入す る とA 2058 お よ びT M K-1細胞 で の プ ロ
0 2 4 6 8 10 1 2
Re[a viv eLU Ca ctivity(foJds)
Fig･6･ 廿 a n s criptio nala ctivityof theZ-D N A like fragm e nt. ㈱
A 2058･ (B)T 加m ら1･ ¶leZ-D NA like ele m e nt〔378to -258)wa s
S ubclo n ed into pG L3-25 8with diffe r e nt o rie ntation a nd
po sition . Tran sfe ctio n a n alysis wa s c arried o ut. m e v alu e s
repre s e ntthe ratio 血Idofe a ch sa mpletopG し2 58. ¶1 e a rr OW
indicated the o rie ntatio n･ Ⅷ e e mptybo x repr e se nta c o ntroI
D N Aele m e ntfro m M T 3NM M PcD N A.
モ ー タ ー 括性 は約1/6 に減少 し た. ま た, 欠失 を 更に - 78塩基
まで導人す ると何 れ の 細胞でも ほと ん ど プ ロ モ ー タ ー 活性が 検
出できなく な っ た . 以上 の 結 果か ら , 両細胞で 機能 し て い る エ
ン ハ ン サ ー と プ ロ モ ー タ ー が-3 78塩基ま で の 間 に存在 し, プ
ロ モ ー タ ー 機能 は - 78塩基まで削り込 む と機能 しな い こ とが
判 っ た (図4).
プ ロ モ ー タ ー 機能 に必要な3, 側境界領域を明 らか にす るた め
に 系統的欠失変異を同様 に導 入 して プ ロ モ ー タ ー 活 性を調 べ
た ･▲欠失変異導 入 に用 い た の は A 20 58細胞 で の 活性発現 に必
要十分 な pG L 3/ - 378を用 い た . 転 写 開始点 上流 の - 114ま
で 欠失 し て も pG L 3/ - 3 78の 約 70 %の 活性を保持 し て い た .
更 に - 2 23塩基まで欠失を進 め る と ほ ぼ プ ロ モ ー タ ー 活性 が見
られ なく な っ た (図5).
以 上の 結果か ら , M T 3-M M P遺伝子 の 上 流 に は A 2058細胞で
機能す る プ ロ モ ー タ ー と エ ン ハ ン サ ー が あり, こ れ ら の 要素
が - 378 と- 114の 間に 存在する と 結論さ れ た .
6･ Z-D N A様 エ レ メ ン トの プ ロ モ ー タ ー 活性 へ の 影響
M T3-M M P遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性が 5
,
上 流か らの 欠失に
よ っ て 変化す る - 37 8 か ら- 258塩基 の 間に は-3 51 か ら始ま
り - 261 に至 る 領域 にZ-D N A構造 を と る可能性 がある配列が存
在す る･ Z-D N A は様 々 な 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域 に存在 し,
転写活性を調節 して い る . -3 78 か ら- 258塩基 へ の 欠失で の
プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 消失 は こ の Z-D N A様配列の 効果を見て い
る 可 能性 があ る . -37 8 か ら- 2 58まで の エ レ メ ン ト の 機能
を 調 べ る た め に , こ の 領 域 の D N Aを P C R で増幅 し て
0 5 10 15 20 25
Relativ eLU Ca ctivity(folds)
Fig･ 7･
r
m e a Ctivity ofc ellspe ciBc M T3-M M Ppro m oter. (朗
A 20 58･ (B)T M l仁1. T he llO bp血･agm e ntbetw e e n-2 23a nd
-1 14w a sin s e rtedinto pG L-e nha n c e r c o ntai ing S V 40
enhan c e rbutpro m ote r-1e s s. Arr o windicated the o rientation,
OPe nbo x r epr e se nts the a c o ntroI D N Aele m e nt fro m MT3
-
M M PcD N A. T he v alu e s repr e s e nt the r atio foldofea ch
S amPleto pGI ふe nhan C er.
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pG L3/
- 258へ 方向 と距離を置い て組 み込 ん だ ･
Z_ D NA横断片が pGI3/-258の す ぐ上 流に位置する場合に は
方向性 に関係なく, A2 058 とT M E-1の 両細胞で転写晴性の 促進
効果が観察 され た (図6). しか し同 じ配列を - 258より2. 蝕b 上
流に挿 入す る と何れ の 方 向で も転写の 促進 は見 られ が そ の 強さ
は著 しく減弱 した . 挿 入 配列 の コ ン ト ロ ー ル と して は Z- D N A
構造をと らな い M T3-M M PcD N Aの A T G か ら下流132塩基まで
の 配列を用 い た が転写活性 へ の 影響 は見 ら れ なか っ た . Z-D N A
梯配列 はT M K-1細 胞で も働きう る こ と か ら エ ン ハ ン サ
ー 機能
はある が A 2058細胞で の 発現の 特異性を決 め て い る エ レ メ ン ト
は別 にある と考え られ た(図6).
7. 細胞種特異性 に関与す る エ レ メ ン トの 同定
M T3-M M P遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー が A 2058細胞 で働きT M K-1
では機能 しな い 特異性を決定 して い る エ レ メ ン トが Z-D N A様
配列の 下 流 に位置す る可能性 を考えて ,
- 114 か ら- 22 3塩
基ま で の 配列 の 機 構 を 解析 し た . 図 4 に示 し た よ う に
pG L 3/ - 223 はエ ン ハ ン サ
ー 配列 を欠く た め に弱い プ ロ モ ー タ
ー 活性 しか 示 さ な い . そ こ で , S V 4 0由来の 異種 エ ン ハ ン サ ー
との 組み 合 わせ で プ ロ モ ー タ ー 活性 の 機能を測定 し た. S V 40
エ ン ハ ンサ ー を持ち プ ロ モ ー タ ー 機能 を調 べ る ため の ベ クタ ー
と して pG Lエ ン ハ ン サ
ー を用い た. 図7 に示す ご とく, プ ロ モ
ー タ ー 配 列 を 下 流 に 挿 入 し な い プ ラ ス ミ ド は A 2 0 58 お よ び
T M K-1の 両細胞 で ほ と ん ど転写活性を示さなか っ た . しか し,
SV 40の 基 本プ ロ モ ー タ ー と の 組み 合 わ せ で は高 い 転写活性化
を示 し, 両細胞 で の 遠い は見ら れ なか っ た . M T ヨーM M P プロ モ
ー タ ー 由来配列を正 の 方向で挿入 した 場合 に はA2058細胞 で の
みS V 40 プロ モ ー タ ー に比較 して 約50 %の 活性 が見 ら れ た . し
か し, T ≠m 仁1細胞で は僅 か の 転写活性 しか見 られ ず, こ の 領域
にA2058細胞 で の プ ロ モ ー タ ー 活性 の 特 異性 を決め る情報 があ
ると結論 され た. 本 プ ロ モ ー タ ー 活性 は方向依存性であり, 逆
向きの 挿 入で は A2058細胞に お い て も転写活性は見い だ せ な か
っ た . 対照 と して M T3-M M P遺伝子上流 の A T G か ら下流132塩
基まで の 配列 に は エ ン ハ ンサ ー と の 組 み 合わせ で 転写活性 を示
す能力は なか っ た .
考 察
M T3-M M Pを発現 して い る A2 058細胞 で転写活惟を示す ヒ ト
M T3- M M P遺伝子ゲ ノ ム の 5
,
上 流域を単離す る単 に成功 した .
転写活性は配列の 方向 に依存惟であり , また , M T3-M M P を発
現 して い ない T M K-1細 胞で はそ の 活 性 は非常 に弱か っ た . 従
っ て, M T 3-M M Pの A2058 とT M K l細胞 で の 発現の 相違 を決
して い る制御 ユ ニ ッ トが 単離 した ゲ ノ ム の 領域 にあ る事が 判 っ
た . 転 写活性を制御す る エ レ メ ン ト は 単離 し た ゲ ノ ム D N A
3.8kbの 転写開始点上流 のw378 か ら- 114塩基 の 間 に特定でき
た.
M T 3-M M P プロ モ ー タ ー 活性 に は 転写開始点及 び そ の 上 流
の - 113塩基まで の 配列 は必要と さ れ な か っ た . 多くの プ ロ モ
ー タ ー にお い て は 転写開始点 の 近く にイ ニ シ エ ー タ ー 配列が ,
また, 上 流 の 2 0- 30塩 基の 部位 に は m ボ ッ ク ス 構造を持
つ が m -M M P遺伝子 の 上 流 には こ れ に適合する配列は認 め ら
れず, い わ ゆ るT A T A レス プ ロ モ ー タ ー に分類 され る . 3
'
側 か
ら - 114塩基ま で欠失を持 つ プロ モ ー タ ー に よ る転写開始部位
がどの 様 に決まる の か は 今回の 実験 で は明 らか にで きな か っ た
が, 図7 に示 し たpGし エ ン ハ ン サ ー を用い た プロ モ
ー タ ー 活性
の 測定結果 に示 され る よう に, - 258 か ら- 1 14塩基まで の 配
列 に転写を開始 さ せ る 為 に必 要な情報 がある こ とが 示唆 さ れ
た .
転写 開始点の 上 流に は 幾 つ か の 転写因子 の 結合部位 の 候補
とな る配列 が 見受 け ら れ る が - 6 0 9 の A P 2結合部位様配
列 , - 52 0 お よ び- 49 9の Spl結合部位様配列 は少 なく とも
A 2058細胞で の 転写活性 には必要で はなか っ た . 5, 側 か ら の 欠
失 の 導入 に よ っ て転写活性 を失う領域(十378 か ら- 258まで)
に は90 bpの 左螺旋の Z-D N A様構造を とりう る配列 が認 め られ
た . こ の 領域 の 配列 の 特徴は(G T)n と(G C)n の プ リ ン と ビリ ミ
ジ ン の 重複配列構造が続く こ とで あり , 一 般的 に こ の 様な繰返
し配列はZ-D N A を形成しや す い と考え られ て い る
2J)
. z-D N Aは
ゲ ノ ム 中 に広範 に存在する こ とが 知 ら れて おり, m ボ ッ ク
ス の な い 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー の近く に存在する と転写制御 に関
与す る可能性が指摘 され て い る24】25). 実際に こ の 領域 を 欠失 し
た た め に転写活性が消失 し た と 考えら れ る pG L 3/ - 258 にZ-
D N A様配列をiE及び 逆方向に組み込 む と転写活性 の 促進効果
があり, エ ン ハ ン サ ー 様に機能 して い る と考え られ た . しか し,
更 に上 流部位に組み込 ん だ場合に は エ ン ハ ンサ ー 効果は 著しく
減弱 し た. Z･D N A が転写を促進す る機構 に つ い て はあまり解明
さ れ て い ない が , 左螺旋構造 をと る こ と に よ っ て近くの エ ン ハ
ン サ ー へ の 転写 因子の 結合 を しや すくす る可能性 と Z-D N A配
列 に直接結合す る国子 によ る転写活性の 修飾 が考え ら れ て い
る
. 特 に前者 の可 能性 は M T 3-M M Pの Z-D N A様配列 が自分白
身の プ ロ モ ー タ ー との 組み 合わせ で 本来の 位置で の み 機能する
こ と と 合致す る.
一 方で pGI3/ - 258 にはエ ン ハ ン サ ー は無 い が プ ロ モ
ー タ ー
と し て の 基 本構造 を持 つ と 考 え られ る . 実際 に , S V 40エ ン ハ
ン サ ー を持ちプロ モ ー タ ー 配列 を欠 く割 こ外来性の プ ロ モ ー タ
ー 配列 の 機能解析 に用 い る こ と の で き る pG L- エ ン ハ ン サ ー
に - 258 か ら- 1 14塩基ま で の 配列を挿 入す る と本来 の 方向 へ
挿 入 し たと き にの み 転写活性が観察さ れ た . 従 っ て , こ の 領域
に は異種 の エ ン ハ ン サ ー と協調 して 転写 を開始 させ る た め の ユ
ニ ッ トが 含ま れる と考え られ た. 興味深い こ と に こ の プ ロ モ ー
タ ー 活性 は A2 058細胞で は観察さ れ るが T M K-1細胞 で は ほ と
ん ど活性 を示 さ なか っ た . 従 っ て , 本領域 が M
r
r3-M M P遺伝子
の 両細胞に お け る の 発現の 特異性 を決め て い る と考 え られ た が
特徴的本領域に は既存の プ ロ モ ー タ ー 配列 に見ら れ る 共通配列
が無く, プ リ ン残 基に富む 配列である. 細胞種特異性 を決め て
い るの が プ ロ モ ー タ ー の 基本 ユ ニ ッ ト自身 なの か , あ る い は そ
れ と分離可能な エ ン ハ ン サ ー に よ っ て い るの か は今回の 実験で
は明 らか に で きな か っ た .
M T 3L M M Pの mR N A には3種類が認め られ た. こ れ ら が ス プ
ラ イ シ ン グの 相違に よ るの か , 異な る転写終結 によ る 産物なの
か , ある い は別 々 の 転写開始点か らス タ ー ト した転写産物なの
か は 明ら か で は ない . しか し, 3種頬の m RNA が多少の 割合の
変化 があ っ ても同 じよう に色 々 な細胞で観察さ れ, 別 々 に発現
して い る ケ ー ス が 無い こ と か ら 同 一 の 転写制御を受けて い る と
考える事が でき る. そう であれば , 今回同定 した M
′
m -M M Pの
プ ロ モ ー タ ー 配列が3種類の m R N Aの 発現を制御する こと にな
る が , 今後 の 検討課題であ る.
M M Pの 遺伝子 は そ の 種類 に よ っ て それ ぞ れ 異な っ た様式で
制御 され て い る. 幾 つ か の M M P遺伝子 の 発現制御領域が解析
され , 遺伝子発現に関与する エ レメ ン ト が 同定され て い る
28)2 9)
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その 結軋 M M P遺伝子プロ モ ー タ ー 構造 の特徴か ら2 つ に大
別す る辛が で き る . 最初 の グ ル ー プに は 問質 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ
(M M Ppl), ス ト ロ メ ラ イ シ ン (M M P-3), マ トリ ラ イ シ ン
(M M P-7), ゼ ラ チ ナ
ー ゼ B(M M P-9) の 遺伝子 があり, 転写開
始点 上流 に は プ ロ モ ー タ ー の 基本配列 に特徴的なT A T A ボッ ク
ス が あり , その すぐ上流に転写因子 A Plの 結合部位であ るTR E
CrP Ar e spo n siv e ele m e nt) が 存在する こ と に特徴 づけ ら れ る ･
もう 一 方の グ ル ー プは それ に対 して , 転写開始点上流 に典型的
なT 〟TA ボッ ク ス が 無く, 対応する 場所 にT R E配列 が な い . そ
れ に代 わ っ て , 転写 因子Spl の結合配列が相当す る領域 に見い
だ され る グ ル ー プ で あり, ゼ ラ テ ナ ー ゼ Aが こ の グル
ー プ に属
する . 前 者は増殖因子である E G F, PD G F, F G F や炎症性サイ
トカ イ ン のⅠし1 や T N FⅧ に よ っ て発 現が誘導され る
29)
. こ の 隠
転写因子A P lへ の シ グ ナ ル が 重要な役割を果 た し, 近傍 に結合
す るEts フ ァ ミリ ー の 転写因子 と協調 し なが ら転写を促進する .
一 方 , ゼ ラ テ ナ ー ゼ A は こ れ ら の 細胞刺激 に は応答 しな い が
T G F- βに よ っ て 発現誘導が起 こ る こ と が 知ら れ て い る ･ M T3
-
M M P の プロ モ ー タ ー は m ボッ ク ス を欠く こ と か ら ゼ ラ テ
ナ ー ゼ Aの プロ モ ー タ ー に近い と考えられ る. これ に
一 致 し て,
様 々 な癌細胞株を上記 の 増殖因子や サ イトカ イ ン で 処理 して も
明瞭 な発現誘導は観察されなか っ た (未発表). しか し, T G F-
β によ っ て も発現誘導 は無い こ と か らゼ ラ テ ナ
ー ゼ A とも異な
っ た 制御を受けて い ると 考え られ る . ま た, M T3- M M Pプロ モ
ー タ ー の 転写開始点 の近傍(- 496) にSpl結合部位棟配列 が存
在す る が 転写活性 に は 必要で は なか っ た . 今 回同定 し た M T3-
M M P遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー は M T- M M P遺伝子 と して は最初
の 報告 であり, 他 の M M P遺伝子の 発現制御 と比較 して膜型酵
素が どの 様 な制御を受けて い るの か を明ら か にす る 端緒を開く
こと が で き-た.
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A bstra ct
Me mbr ane ty Pe 3 m atrix me ta1loprotein a s e(M T 3- M M P)ha sbe ende m o nstr atedto be a nenzym e,1ike M T l
- M M P, Which
is expresed on the c ellsu rfa ce a nd m ediate sthe degrad
atio n of e xtr acellula r m atrix ･ T he tr a n sc rlPtl O nal r egulation
me chanism of M T 3- M M P isstillun cle ar. In this study, Weis olated a 3･8 kb le ngth M T 3
- M M P 5
,
-nanking D N A,dete r min ed
nucle otide sequ e n c eande x amin ed the tra n s cription regulatio n fun ctio n･ T heisolated fragm e n t c ont ainedthe prom oter regl O n
which fun ctio nspositiv elyin A 205 8m elanom a c ell line which e xpress edthe M T 3
- M MPgene and n egativ elyin the T M K-1
gast ric c a n c e r c ell lin e which does n ot e xpr ess it･ T hrough a series of deletion a n alyse s, the minim u mfunctio nal u nit w as
map ped betw e e n
-37 8a nd -114･ T he re w a s n eithe r aT A T A bo x n o rA P-1 binding site･ T hats ug gestedthat the M T 3
- M MP
pro m ote risdi ffe re ntfrom thatofothe rM M Ps which c a nbeindu c
edby cytokin es orgro w th factors･ Tw ofunc tion alelem e nts
wereide ntified in this r eglOn ･ On eis a Z
- D N A-1ike str u c ture elem e nt･ Which w a sfo u nd to have the potentialto e nha nce
pro m ote r a ctiv lty･ T he o the rdow n stre a m el m ent sho w ed spe cific pro m ote r ac tivityin A 2 0 58 b
ut no tin the T M K-1 c e11･
These res ultss uggest that cellty pe speci nc expre s sio nof M T 3
- M M Pgeneis m ediated by the specificpro m o ter a nd e nhanc ed
bya Z
- D N A like elem e nt･
